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　Abstract : This method modified from amido black １０Ｂmethod by Nakao 。Z al. was successed.
The modification is following : The filtrationtime was reduced by half by using of the acryl plate
（30×30 mm square) made ａ hole（７ mm diameter) at center and clamp｡
　As ａ part of dye-protein complex fixed tightly at test tube wall, we extracted the membrane
filterin this test tube. The FM type membrane filter(Fuji Film Co.) was resistant from acetic
acid contained in dye solution, diluting solution and washing solution, but the HA type and the
EH type membrane filter(Millipore Co. ) were not resistant.
　タンパク質の濃度を決定することは生化学をはじめ生物学，農学，医学等での最も基本的な操作
のひとつであるが，タンパク質には種類が多く，それを構成しているアミノ酸の組成もまちまちで
ある．また，純粋に乾燥状態で入手することはかなりむずかしく，多くの場合タンパク質としては
純粋であっても水溶液として塩や緩衝剤と共存していることが多い．また，不純な状態で測定しな
ければならないことも多い･
　このようなことから古来多くのタンパク定量法が開発されてきたか，それぞれには一長一短があ
り現在もそれぞれ使用目的に合わせてさまざまな方法が使われている･，そのうち代表的なものは
micro-Kjeldahl法, biuret法(micro-biuret法), Lowry法(Cu-Folin法），紫外部吸収法，
色素結合法などである．これらの方法についての性能の比較及び問題点については成書1りこゆずる
か，いずれの方法でもタンパク質の種類のちがいによってその測定値はかなりの変動か認められ，
その解決は未だついていない．
　我々はカラムクロマトグラフィー後の溶出してくるタンパク質の濃度を測定するための方法とし
てLowry法2），280 nm での紫外部吸収法, amido black 10B を用いた色素結合法3-5)を比較検討
した結果，次のような問題点のあることが判明した.
　1) 280 nm の紫外部吸収法は試料を何ら処理してないため試料も回収できるし操作ももっとも
楽であり，自動的に測定することも可能であるか，この付近の波長に吸収のある物質が混在してい
る時にはかなり妨害される．具体的には核酸がかなり妨害する．また感度もあまりよくない.
　2) Lowry法は感度も比較的高いので最も広く利用されている方法であるが，いろいろな妨害
物質かある．特に広く用いられているtris (hydroxymethyl) aminomethane (trisと略記する）
などのアミノ基を主体とした緩衝剤は共発色をおこして妨害するし，また，タンパク質を安定化さ
せるために用いられる還元剤は発色を妨害する．,更に使用樹脂より溶出してくる未知物質も共発色
するものがあるし, Sephadexによるゲル濾過法でイオン強度を上げるために用いる高濃度の塩化
カリウムは試薬と反応して自沈を生ずる.
　3) amido black １０Ｂを用いた色素結合法は操作か他の二つの方法に比べてかなり複雑である
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が，他の二つの方法で問題とされる妨害物質の影響をほとんどうけない．感度もLowry法にほぽ
一致する．　　　　　　　　　　　　　　　　　　ｉ
　４）これらの三つの方法に共通する欠点としてタンパク質の種類によってその測定値か大きく変
動することかあげられる．三つの方法はどれもタンノ々ク質を構成するアミノ酸を測定のための形質
にしているため，アミノ酸組成の変動が直接測定値に反映するためである．
　我々は実験系にtris緩衝剤を使用しているためにLowry法では妨害される可能性かあるので
amido black 10B を用いた色素結合法によるタンパク質の定量法を用いようとして種々の検討を
行った．
　色素結合法はある条件下でタンパク質と色素が定量的に結合することを根拠にさまざまな方法が
ある6ぺそのなかで我々は最近開発されたamido black 10B色素結合法とmembrane濾過法を
組合わせた中尾らの方法3-sりこ注目した．原理は酸性条件下でタンパク質中の塩基性アミノ酸残基
とamido black 10B　とが定ｍ的に結合し，沈澱するのをmembrane濾紙で濾過し，余分の色
素を除きアルカリ性にして色素を溶出させ，これを比色定量する方法である．中尾らの方法にはい
ろいろな問題点もあったのでいくつかの改良を行うことにより非常に有効な手段となったのでここ
に報告する．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　材料及び方法
　１．材　　　料
　Membrane濾紙は富士フィルムミクロフィルターＦＭ型＃45（材質はアセテート, pore size
0.45μｍ）の直径142 mm のものを10 mm 角に切断して使用した. 142 mm 径のmembrane濾
紙１枚より約140枚がつくれる．また比較のためMillipore社のmembrane濾紙を二種類使用し
た．ひとつはＨＡ型（HAMP 29300 ;材質はセルロースアセテートとニトロセルロースの混合，
pore size 0.45 μｍ），他はＥＨ型（EHWP 29300 ;林質はセルロースアセテート, pore size
0.45μｍ）で共に直径293 mm のものを10 mm 角に切断して使用した.
　Amido black 10B はE. Merck社製のものを用いた．
　標準タンパク質として牛血清アルブミンを用い, Armour社のFraction ｖ を購入使用した．
フェノール試薬は和光純薬製のものを使用した．その他の試薬類はメタノールを除き特級品を使用
　　　　　　　　　　　　　　　　した．メタノールは一級品（18 1 缶入り）を用いた．但し，す
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図１．吸引濾過装置．
べて一級品でも充分問題はな.いものと思われる.
　2.装　　　置
　Membrane濾紙を用いた吸引濾過のため図１のような装置を
組みたてた．これは中尾らの組みたてた装置を一部変更したも
のである．ガラスフィル.ターベースは25mm径用のmembrane
濾過装置のガラスフィルターベースを流用した．使用したもの
は柴田化学器械工業製のものである．これは同社やMillipore
社より単品で購入できる．アクリル板は厚さ10mmのものを
30mm角に切断し，中央に直径７ｍｍの穴をあけたもの（穴の，
内側は磨いておく）を自作した．その他のものは市販品をその
まま用いた．
　比色計は日立101型分光光度計で光路長10mm,セル容量4 ml
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のものを使用した.
　3.方　　　法
　1) 18×110 mm 又は17.5×130 mm の試験管にタンパク溶液（25～400μg/ml) 0.2 ml をと
り，染色液（0.100 g amido black 10 B を次にのべる稀釈液にとかして100 ml としたもの．使
用直前にmembrane濾紙を用い以下にのべる吸引濾過と同じやり方で吸引濾過して粒子を完全に
除く．このためには図１の吸引瓶内にフィルターベースの出口が試験管のロに入る程度に短かく切
った試験管を入れておくと便利である) 0.2 m1 を加え撹伴ののち30分間室温に放置してタンパク
質に色素を結合させる．次いで稀釈液（イソプロパノール：氷酢酸：水３：１：６体積比）４
ｍ１を加える（以下の操作がつづけられないときには試験管のロをパラフィルムで封ずれば室温で
一晩程度放置できる）.
　2）吸引濾過装置を図１のように組立て，ガラスフィルターベース上に直径６ ｍｍ程度の穴を
あけたパラフィルムを穴を中心に合わせて取りつける．取りつけ方は穴の部分を親指と人差指で上
下よりしっかりおさえて周縁部をひきのばしてフィルターベースにとりつける．これは目玉クリッ
プのすべり止めも兼ねているのでフィルターベース下部までまわりこむことが必要である．この穴
は通常市販されている事務用に用いるパンチであけると便利である．吸引しながら10 mm 角の
membrane濾紙（光滑のある面を裏面として使用する）め隅に番号をエンピツで記入したものを
ピンセットでこの穴の上にのせ，アクリル板をのせ，両側より目玉クリップ（30 mm のものが使
いよい）２個でしっかりおさえる＊．
　稀釈した試料を先を細くしたコマゴメピペット（１ ｍ１程のもの一一ガラス管で自作した方が使
いよい）で吸引濾過する．次いで試験管内に0.5～1.0 m1 の稀釈液を入れコマゴメピペットで液
をつよくふきつけながら内部をよく洗いこれも吸引濾過する．更に二度同様の操作を行う．終了し
たらアクリル板をはずしビンセットでmembrane M.紙を取り出し濾紙上に移す.
　3）染色に用いた試験管に脱色液（メタノール：氷酢酸：水９０：２：８体積比）４ ｍ１を入れ，
攬伴ののち30分放置し液はすてる．同時にビーカーに脱色液を入れ，これに吸引濾過したmemb-
rane濾紙を入れ濾紙に吸着した余分の色素を除く．脱色液の量はmembrane濾紙15枚以下は約50
ml, 30枚以下は約100 ml ，50枚以下は約150 ml とした.　10分間づつ液をかえて３回脱色する.
　4）内部を洗った試験管に抽出液（エタノール：２Ｎ水酸化ナトリウム：水125 : 3 : 122 体
積比) 4.0 mlをとり番号をまちがえないようにしながら同じ試験管に脱色済みのmembrane濾紙
を入れる．室温で時々攬伴しながら30分抽出し, 635 nm の波長で比色定量する．
　4. Lowry法によるタンパク定量法2･7’
　Lowryらの方法にしたがい次のような組成の試薬及び方法で測定した．
　　　試薬①　２％Ｎａ２Ｃ０３（０．１Ｎ NaOH 水溶液中）
　　　試薬②　0.5％ＣｕS04・ 5 H20
　　　試薬③　１％酒石酸ナトリウム
　　　試薬④①液50 m1 十②液１ ｍ１十③液１ ｍ１（使用直前混合）
　　　試薬⑤　市販フェノール試薬と蒸留水を等量混合
　タンパク溶液１ｍ目こ試薬④を３ ｍ１加え，10分後試薬⑤をOﾝ5 m1 加え，手早く撹伴ののち
室温で30分放置後750 nm の波長で比色定量した．
＊　アクリル板を直径30mmの円形に作成し，目玉クリップの代りにミリポア吸引滋過用のクランプ
　　(Millipore社, 25mm用品目番号××10 025 03）を用いるともっとしっかり扱うことができる．
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　　　　　　　　　　　　　　　　結果及び考察
　1. Lowry法に対するtrisの妨害について
　Trisはアミノ基を有する緩衝剤として生化学の分野で広く･使用されているが, Lowry法や
biuret法などのタンパク定量を行う際, trisかタンパク質と共存していると発色するために定量
に誤差を生ずることが知られている．
　図２はLowry法でのtrisの発色をみたものである．顕著な発色か認められる．一般にtrisは
緩衝剤としてかなり高濃度でタンパ,ク質と共存するのが普通のため，この発色は無視することがで
0.1
Ｊ
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　　　　　　　　　　　　　　　　TRIS ( Hmoles/ tube)
　　　　　　　　　図2 . Lowry法に対するtrisの影響について.
Ａ : tris･acetate緩衝液（pH 8.0)のLowry法での発色の度合いを示したもの（○－○）
Ｂ：牛血清アルブミン（25μg/tube)と種々の濃度のtris･acetate緩衝液（pH 8.0）を混合
　　したもののLowry法での発色の度合いを示したもの（●－●）
Ｃ：ＢのグラフよりＡのグラフを差引いた値（４－ム）
きない．そこで一定量の牛血清アルブミンに種々の濃度のtrisを混在させて発色させ（図２グラ
フＢ），タンパク質の共存しない場合（図２グラフＡ）と比較した．この両者の差（図２　グラフ
Ｃ）がtrisの混在していない時の測定値と一致すれば，通常のタンパク定量の際trisが混在して
いてもreferenceに同濃度のtris溶液を用いることで補正することができるわけであるか，図２
グラフＣよりわかるように両者の差はtrisの濃度か増加するに従い急速に低下する．つまりこの
ようなreferenceのとり方を行えば見掛上タンパク質の濃度は低い値を示すことになるわけであ
る．　このことは牛血清アルブミンを試験管１本当り10μgを用いた場合も25μgを用いた場合
も同じであった．そのためタンパク溶液にtrisが混在している場合にタンパク質の定量をLowry
法で行うことは，上記のようなreferenceのとり方を行うかぎり困難であると結論づけられた．
このような現象はbiuret法でも観察されている8J.ブ
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　2. amido black 10 B 色素結合法について
　1）中尾らの方法の検討
　牛血清アルブミンを試料として用い中尾らの方法5）にしたがい定量を行った．その結果次のよう
な問題点のあることが判明した.
　（1）吸引濾過をコマゴメピペットで滴下するやり方ではひとつの試料を濾過するのに７～８分を
　　　要すること.
　（2）染色に用いる試験管の壁にかなりの量の色素（色素とタンパク質が結合して沈澱したもの）
　　　が付着残存すること.
　（3）使用membrane濾紙は酢酸等に対して弱いものかあること･
そこでこれらの点などを改善するために原法を゛方法″の項で記したように変更した．その主要な
点を述べると次のようになる．
　稀釈液に用いる有機溶液は原法ではプロパノールとのみ記してあるが72－プロパノールでもtｓｏ－
プロパノールでもよい．我々は両者を比較した結果7z－プロパノールを用いた場合より如－プロ
パノールを用いた方が比色値は多少高い値になるのみで他はほとんどちがいがなかったので価格の
格の安い如一プロパノールを用いることとした．
　吸引濾過はピペットでの滴下ではひとつの試料を処理するのにかなり時間を要し（７～８分），
また手間がかかるので図１に示したようにmembrane濾紙の上にアクりレ板をのせクリップでお
さえるやり方に変更した．この結果濾過に要する時間は３～５分とほぼ半減し，手間もだいぷ楽に
なった．また使用membrane濾紙も10 mm 角（原法では12 mm 角）で充分で，これによって
一度にかなりの数の試料を処理することが可能となった･
　吸引濾過後，染色に用いた試験管をみると特に高濃度のタンパク質を含む試料では肉眼ではっき
りわかる程の色素が管壁に付着していた．そのためどの程度試験管壁に色素か残存しているかを知
る目的でその試験管に脱色液４ ｍ１を入れ30分脱色したのち，抽出液４ ｍ１で色素を抽出し比色し
た．その結果は図３のグラフＣに示してある．タンパク質の量に比例して増加していることがわか
る．この時，濾過してmembrane上に付着した色素を別の試験管で抽出液４ ml で抽出し，比
色した結果か図３のグラフＢに示してある．グラフＢとグラフＣの和が通常方法での測定値になる
わけでグラフＢ及びグラフＣの和も直線となった･
　このことから染色を行った試験管を用いない方法でも充分検量線は描けるけれども通常方法での
検量線よりグラフＣの値だけ低い値になることと，染色に用いた試験管への残存色素量は必ずしも
このように直線にならずにバラバラの値になる場合か多いこと，操作はその程複雑にならないこ
と，使用試験管の数がへることなどのため゛方法″に記したやり方がもっともよいと結論づけられ
た．
　試験管壁に残存する色素量は吸引濾過の際試験管内を稀釈液で３回洗うわけであるが，この時の
操作の仕方でその量は左右される．そのため先柴細くしたコマゴメピペットで液を強くふきつける
のであるが，常に一定の操作か要求され，それがうまくないと残存量とmembrane上に移る色素
量の比がくずれるのである．しかじ方法″に記したやり方ではこの比がくずれても抽出の段階で
両者を混合するのであるから誤差にならないのである．
　吸引濾過に用いるmembrane濾紙は原法ではザルトリウス（SM 11 3Q6 MF 50）を用いてお
り「充分検討はしていないかどのメンブレンフィルターも使用できると思われる」と述べている
かs），我々は富士フィルム社製のＦＭ型, Millipore社製のＨＡ型，及び同社製のＥＨ型の三種類
のmembrane濾紙を比較検討した．その結果Millpore社製のＨＡ型，ＥＨ型は共に吸引濾過及
び脱色の段階でかなりの変形をおこすなどして全然使用に耐え心かった．これはこのmembrane
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　　　　　　　　　　　　　　　BSA　り』ig/tube)
図３．牛血清アルブミンを用いたamido black １０Ｂ色素結合法による検ｌ線
　　　使用membrane濾紙は富士フィルム社のＦＭ型を用い，他ぱ方法”に記した
　　とおり行なった．
　　Ａ：検fi1線（○－○）.
　　Ｂ : membrane 濾紙上に留まったamido black 10B のｍのみを調べるため，染
　　　　色に用いた試験管ではなく別の試験管で抽出，比色した場合である（●－●）．
　　Ｃ：染色に用いた試験管壁に残存するamido alack 10 B の最のみを測定するため
　　　　membrane濾紙を加えず，あとは通常方法どおり抽出，Ｉ比色した場合である
　　　　　（▲－▲）．
濾紙がここで使用する酢酸に対して充分耐性をもっていないためと思われる．それに対して富士フ
ィルム社製のmembrane濾紙（ＦＭ型）はこれらの試薬に充分耐えることかできたので，ここで
はこれを標準品として使用した.
　2）検量線について
　牛血清アルブミンを試料として用いて検量線を作成したところ直線で再現性のよいものが得られ
た．図３のグラフＡがそれである．試験管１本当りのタンパク質の量は　5～80μgの範囲で測定
したが，比色計の性能がよく高濃度のものまで正確に測定できるもめであれば，これよりかなり高
濃度のタンパク質についてまで直線関係か成立する．またこのやり方でのback ground ｲ直はかな
り低いのでscale down するだけでかなりミクロ化することも可能と思われる．
　このタンパク質の濃度範囲はほぽLowry法と一致し，かつ, 280 nm の波長を用いた紫外部吸
収法よりは数倍の感度を有し，かなりの微量定量法といえる．
　更に稀薄タンパク溶液の場合，添加する試料，染色液，稀釈液の量の比を変えなければ全体のｍ
を増加させて測定することも可能である（抽出の段階は現行のまま）．我々は10μg/ml,及び25
μg/mlの牛血清アルブミンを用いてタンパクfi1を0.1 ml から!.0 mlまで変化させた結果，添加
タンパク丘tと比色値は完全に比例した．この場合稀釈液の量がかなり多くなるので，稀釈液の量の
みを半分にへらしても実験を行ったが，結果は同じであった／
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ま　　と　　め
　Tris緩衝液中のタンパク質溶液の濃度を決定するのにLowry法は不適である。これはtrisが
共発色をおこすからである。それで中尾らのamido black 10 B を用いた色素結合法を試みたと
ころかなり有効な手段であることが判明したが，いくつかの改良すべき点がみつかった。
　1）吸引濾過に要する時間の短縮のため，アクリル板とクランプを使用して所要時間を半減し
た。
　2）染色を行った試験管にはかなりのｍの色素か残存するので，この残存する色素の量によって
測定値がふれるおそれがあり，そのため染色に用いた試験管で抽出を行い正確度を増した。
　3）使用membrane濾紙には耐性のないものがあるので，ここでは富士フィルム社のＦＭ型
のものを使用した。
　これらの改良を行うことにより，このamido black 10 B を用いた色素結合法は充分実用性の
高い方法となったが，操作が複雑なためLowry法などに比べるとまだかなり時間を要するのが欠
点であり，今後更に改良すべきであると思われる。しかし，中尾らの述べているように3-5)妨害
物質が非常にすくないということはタンパク定量法としては特筆される点であり，今後かなり利用
される方法と思われる。
????、?? ?
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